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Nama : Andi Arnitariani Andi Riswan 
Nim : 60500113020 
Judul : Identifikasi Metabolit Sekunder Ekstrak n-Heksana dari Kalus Daun 
Alpukat (Persea americana Mill.) dan Uji Toksisitas terhadap Artemia 
salina Leach 
 
Alpukat (Persea americana Mill.) merupakan salah satu jenis tanaman yang 
banyak digunakan masyarakat sebagai obat tradisional, khususnya pada daunnya, 
yang mengandung metabolit sekunder, yaitu flavonoid, alkaloid, saponin, tanin 
katekat, kuinon, dan triterpenoid yang berpotensi sebagai senyawa antikanker. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder ekstrak 
n-heksana kalus alpukat dan mengetahui pengaruh bioaktifitas terhadap kematian 
larva udang Artemia salina Leach. Ekstrak n-heksana kalus alpukat diperoleh melalui 
proses maserasi menggunakan pelarut n-heksana, lalu diuapkan dengan rotary 
evaporator. Ekstrak yang diperoleh diidentifikasi dengan uji fitokimia, FTIR dan 
GCMS, serta pengujian toksisitas menggunakan metode Brine Shrimp Lethaly Test  
(BSLT). 
Hasil  penelitian menunjukkan bahwa  ekstrak n-heksana kalus alpukat 
(Percea americana Mill) berdasarkan  uji fitokimia mengandung metabolit sekunder 
yaitu flavonoid, alkaloid, steroid dan saponin. Identifikasi menggunakan FTIR 
menunjukkan senyawa golongan flavonoid dan identifikasi menggunakan GCMS 
menunjukkan senyawa steroid golongan sterol. Hasil uji toksisitas terhadap larva 
udang Artemia salina  menunjukkan bahwa ekstrak n-heksana kalus alpukat bersifat 
sangat toksik dengan nilai LC50 yaitu 7,94 ppm. 
 













Name :  Andi Arnitariani Andi Riswan 
Nim :  60500113020 
Title : Secondary Metabolite Identification N-hexane Extract from Avocado 
Leaf Callus (Persea americana Mill.) and Toxicity Test against Artemia 
salina Leach 
 
Avocado (Persea americana Mill.) is one of the most widely used crops for 
traditional medicine, especially on its leaves, containing secondary metabolites, 
namely flavonoids, alkaloids, saponins, tannins, quinones, and triterpenoids that have 
the potential of anticancer compounds. This study aims to identify secondary 
metabolite compounds of n-hexane extract of avocado callus and to know the effect 
of bioactivity on shrimp larvae mortality of Artemia salina Leach. The n-hexane 
extract of avocado callus was obtained by maceration process using n-hexane 
solvent, then evaporated with rotary evaporator. The extract obtained was identified 
by phytochemical and FTIR test, and toxicity test using Brine Shrimp Lethaly Test 
(BSLT) method. 
The results showed that the n-hexane extract of the avocado callus (Percea 
americana Mill.) based on the phytochemical test contained secondary metabolites 
namely flavonoids, alkaloids, steroids and saponins. Identification using FTIR 
showed flavonoid group compounds and identification using GCMS showed sterol 
group steroid compounds. Toxicity test results of shrimp larvae Artemia salina 
showed that the extract of n-hexane callus avocado is very toxic with LC50 value of 
7.94 ppm. 
 















A. Latar belakang 
Indonesia merupakan salah satu negara terkaya di dunia dalam cadangan 
plasma nutfah tanaman obat. Terdapat sekitar 30.000 spesies tumbuhan, ± 1.260 
spesies di antaranya berpotensi untuk dikembangkan menjadi tumbuhan obat, dan 
kurang lebih hanya 300 spesies yang telah digunakan sebagai bahan obat tradisional 
(Mangan, 2009:  29). 
Pemanfaatan tumbuhan sebagai bahan obat alami telah dilakukan sejak lama 
terutama bagi masyarakat yang berdomisili di pedesaan sebagai upaya pertolongan 
pertama. Tetapi dewasa ini masyarakat perkotaan pun kembali memanfaatkannya 
bahkan telah banyak industri yang memproduksinya secara besar-besaran. Berbagai 
jenis tumbuhan dapat dijadikan sebagai sumber obat seperti kelompok sayur-sayuran, 
buah-buahan, bumbu dapur dan bunga-bungaan serta tumbuhan liar.  
Allah swt telah menciptakan berbagai macam tumbuhan agar dapat 
dimanfaatkan oleh manusia. Hal tersebut merupakan rahmat yang diberikan oleh 
Allah swt terhadap manusia. Sebagaimana yang terkandung dalam QS Yasin/36: 33, 
yang berbunyi: 
 




“Dan suatu tanda (kebesaran Allah) bagi mereka adalah bumi yang mati 
(tandus). Kami hidupkan bumi itu dan Kami keluarkan darinya biji-bijian, 






Menurut tafsir Ibnu Katsir (2010), Allah swt berfirman: (   ) ”Dan  
suatu tanda (kekuasaan Allah yang besar) bagi mereka.” Yaitu, tanda bagi mereka 
tentang adanya maha pencipta, kekuasaan-Nya yang sempurna dan perbuatan-Nya 
menghidupkan yang mati. (   ) “Adalah bumi yang mati” yaitu, 
dahulunya bumi itu mati dan gersang, tidak ada tumbuhan satu pun. Lalu, ketika 
Allah swt menurunkan air diatasnya, hiduplah bumi itu dan suburlah serta 
menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang indah.  
Ayat di atas didukung  QS. Al-Zumar /39: 21 yang berbunyi: 
 
                               
                                 
       
 
Terjemahnya: 
”Apakah engkau tidak memperhatikan, bahwa Allah menurunkan air dari 
langit, lalu diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi, kemudian dengan air 
itu ditumbuhkan-Nya tanaman-tanaman yang bermacam-macam warnanya, 
kemudian menjadi kering lalu engkau melihatnya kekuning-kuningan, 
kemudian dijadikan-Nya hancur berderai-derai. Sungguh, pada yang demikian 
itu terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai akal” (Kementrian 
Agama RI, 2013). 
Ayat di atas menunjukkan bukti kebesaran Allah swt yang telah 
menganugrahkan akal dan pikiran kepada manusia untuk berpikir mengenai salah 
satu kejadian di bumi ini berupa kuasa Allah membangkitkan yang telah mati.  
Turunnya hujan dari langit serta tumbuhnya aneka tumbuhan. Tumbuhan itu hidup, 
berkembang, kemudian layu dan mati (Shihab, 2010). Tumbuhan itu sendiri terdiri 
dari akar, batang, daun, dan biji. Setiap akar, batang, daun, dan biji memiliki 




tumbuhan yang dikenal memiliki banyak khasiat dan manfaat sebagai obat 
tradisional adalah alpukat (Persea americana Mill.).  
Alpukat merupakan salah satu jenis buah yang banyak digemari oleh 
masyarakat, selain dagingnya yang enak alpukat juga bermanfaat dalam dunia 
pengobatan. Hampir semua bagian dari tumbuhan ini memiliki khasiat sebagai 
sumber obat-obatan. Bagian alpukat yang memiliki banyak khasiat adalah bagian 
daun yang digunakan untuk ramuan obat dengan merebus daunnya dan meminum air 
hasil rebusannya dipercaya dapat menurunkan tekanan darah pada penderita 
hipertensi secara signifikan (Tamsuri, 2012: 7), menurunkan kadar ureum dan 
kreatinin pada ginjal (Prayitno, 2010: 41). Berdasarkan penelitian Owalabi, dkk 
(2010), daun alpukat memiliki aktifitas antioksidan dan membantu mencegah atau 
memperlambat kemajuan berbagai oksidatif stres yang berhubungan dengan 
penyakit. Selain itu, daun alpukat berpotensi sebagai senyawa antikanker 
berdasarkan penelitian Rumiyati (2012). Tumbuhan alpukat tersebut memiliki efek 
kuratif karena mengandung zat atau senyawa yang berperan dalam pengobatan yang 
dikenal dengan metabolit sekunder. Metabolit sekunder merupakan biomolekul yang 
digunakan sebagai lead compounds (senyawa yang dapat menimbulkan efek biologis 
dapat berupa efek terapi, toksik, atau regulator fisiologik) sehingga banyak 
digunakan untuk pengembangan obat-obat terbaru (Atun, 2014: 55). 
Memperhatikan adanya potensi pemanfaatan serta banyaknya kandungan 
metabolit sekunder dari daun alpukat, perlu kiranya dilakukan pengembangan 
penelitian yang mengarah pada pencarian metode yang efektif dan efisien untuk 
penyediaan bahan-bahan aktif bermanfaat dari daun alpukat dalam jumlah yang 
banyak dalam waktu yang lebih singkat, mengingat sampai saat ini tanaman alpukat 




digunakan sebagai dasar pengembangan produksi bahan-bahan bermanfaat 
khususnya metabolit sekunder dari daun alpukat.   
Kultur jaringan merupakan teknik yang tepat digunakan untuk produksi 
senyawa dalam bidang pengobatan, karena dapat menghasilkan senyawa metabolit 
sekunder dalam jumlah yang besar dalam waktu relatif singkat pada lahan yang 
terbatas, sehingga efektivitas waktu dan tenaga dapat ditekan. Jika dibandingkan 
dengan produksi tanaman utuh, untuk menghasilkan senyawa metabolit sekunder 
yang terkandung dalam tanaman umumnya membutuhkan lahan yang luas serta 
diakumulasi pada usia tertentu atau bertahun-tahun sampai tanaman tua. Selain itu, 
kultur jaringan tanaman lebih terjamin kualitasnya, karena kebutuhan akan zat hara 
dapat diatur, serta  proses metabolisme dapat dikontrol (Wahidah, 2012: 26). 
Senyawa metabolit sekunder melalui teknik kultur jaringan dapat diisolasi dari kalus 
(Hendaryono dan Wijayani, 1994: 34). Kalus merupakan kumpulan sel yang belum 
terdeferensiasi secara sempurna, tidak jelas bentuk akar, batang, maupun daunnya 
yang terjadi pada sel-sel jaringan, namun mampu berkembang dengan cara 
membelah diri secara terus menerus (Azizah,  2010: 17).  
Kalus diperoleh dari eksplan yang ditumbuhkan dalam media padat. Pada 
kondisi aseptik kultur kalus yang dihasilkan lebih tahan terhadap serangan hama dan 
penyakit sehingga kalus dapat menghasilkan metabolit dengan optimal (Wahidah, 
2012: 133). Metabolit sekunder yang dihasilkan dari kalus banyak dimanfaatkan 
dalam dunia  pengobatan, karena kadar metabolit yang dihasilkan lebih tinggi, 
dibandingkan dengan cara mengambil langsung dari tanamannya. Selain itu, 
kandungan metabolit yang diperoleh lebih beragam jenisnya, bahkan bisa saja 
diperoleh kandungan lain. Hal ini dikarenakan dalam kultur kalus kadarnya dapat 




komponen dalam medium, serta memberi zat tambahan tertentu ke dalam medium 
(Hendaryono dan Wijayani, 1994: 120). 
Anggraeni, dkk (2007) melakukan penelitian terhadap kalus mengkudu. 
Hasilnya menunjukkan bahwa ditemukannya salah satu senyawa dari golongan 
alkaloid yaitu morpholine. Senyawa morpholine ini belum ditemukan pada tanaman 
Morinda citrifolia, hal ini sesuai dengan pernyataan Fowler (1983) bahwa metode 
kultur jaringan dapat digunakan untuk memproduksi senyawa kimia yang biasa 
dihasilkan oleh tumbuhan asalnya, selain itu,  juga dapat mensintesis senyawa baru 
dari tanaman yang sulit tumbuh dan sumber penghasil senyawa kimia yang tidak 
dihasilkan oleh induknya.  
Maryati tahun 2007 melakukan skrining fitokimia terhadap daun alpukat. 
Hasilnya menunjukkan bahwa ekstrak n-heksana daun alpukat mengandung 
flavonoid dan steroid/triterpenoid. Mardyaningsih tahun 2014 juga melakukan hal 
yang sama dan menunjukkan bahwa kandungan metabolit sekunder ekstrak etanol 
daun alpukat adalah flavonoid, alkaloid, saponin. Peneliti  lain, pada tahun 2012 
Rumiyati melakukan uji fitokimia  ditambah dengan uji bioaktivitas menggunakan 
metode BSLT komponen larut etil asetat dari ekstrak metanol dengan nilai LC50 
sebesar 5,48 μg/ml dan hasil uji fitokimia menunjukkan adanya senyawa flavonoid.  
Penelitian ini menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 
dengan menggunakan larva udang Artemia salina Leach sebagai hewan uji. Metode 
ini merupakan salah satu metode yang banyak digunakan untuk pencarian senyawa 
antikanker baru yang berasal dari tumbuhan dengan cara menentukan nilai LC50. 
Hasil uji toksisitas dengan metode ini telah terbukti memiliki korelasi dengan daya 
sitotoksis senyawa antikanker (Andersone, 1991: 108). Selain itu, peneliti 




nonpolar dalam simplisia, karena n-heksana merupakan pelarut nonpolar yang dapat 
mengikat senyawa-senyawa nonpolar. Berdasarkan uraian di atas, peneliti terdorong 
untuk melakukan skrining fitokimia dan uji bioaktivitas terhadap estrak n-heksana 
kalus daun alpukuat dengan harapan dapat diperoleh kandungan metabolit yang lebih 
beragam dan bioaktivitas yang lebih baik. 
 
B. Rumusan Masalah  
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:  
1. Senyawa metabolit sekunder apa yang terkandung dalam ekstrak n-heksana 
dari kalus daun  alpukat (Persea americana Mill.)?  
2. Bagaimana pengaruh bioaktifitas ekstrak n-heksana dari kalus daun alpukat 
(Persea americana Mill.) terhadap kematian larva udang Artemia salina 
Leach.?  
 
C. Tujuan Penelitian  
Tujuan yang ingin dicapai pada penelitian ini adalah sebagai berikut:  
1. Untuk mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder ekstrak n-heksana dari 
kalus daun alpukat (Persea americana Mill.). 
2. Untuk mengetahui pengaruh bioaktifitas ekstrak n-heksana dari kalus daun 
alpukat (Persea americana Mill.) terhadap kematian larva udang Artemia 









D. Manfaat  
 Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:  
1. Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai senyawa metabolit 
sekunder yang terkandung dalam ekstrak n-heksana dari kalus daun alpukat 
(Persea americana Mill.)  yang berpotensi sebagai anti kanker. 
2. Sebagai sumbangan bagi pengembangan ilmu pengetahuan, khususnya kimia 
organik bahan alam dan menjadi pemacu bagi pengembangan disiplin ilmu 























A. Alpukat (Persea americana Mill.) 
Alpukat bukanlah tumbuhan asli dari Indonesia. Tumbuhan ini berasal dari 
dataran tinggi dan dataran rendah Amerika tengah. Di Indonesia tanaman ini mulai 
dikenal pada abad ke-18 (Prihandana dan Hendroko, 2008: 134). Di Indonesia daerah 
penghasil alpukat adalah Jawa Barat, Jawa Timur, sebagian Sumatra, Nusa Tenggara, 
dan Sulawesi Selatan khususnya Kabupaten Malino (Kurniawan, 2014: 27). Alpukat 
tumbuh subur di daerah beriklim basah dengan curah hujan yang  tinggi. Akan tetapi 
tumbuhan ini tidak menyukai tanah yang tergenang sehingga lebih cocok ditanam 
dilahan yang memungkinkan air dapat mengalir (Sunardjono, 2008: 133). 
 
               Gambar 2.1 Alpukat (Perseae americana Mill.) 









Berdasarkan sistem taksonomi, tumbuhan alpukat dikenal dengan nama 
ilmiah Persea americana Mill, adapun klasifikasinya adalah sebagai berikut: 
Divisi   : Spermatophyta 
  Anak divisi  : Angiospermae  
Kelas   : Dicotyledoneae  
Bangsa  : Ranales  
Keluarga  : Lauraceae  
Genus   : Persea  
Jenis   : Perseae americana Mill (Kurniawan, 2014: 52). 
Alpukat termasuk tumbuhan dengan tinggi pohon bisa mencapai 15 meter. 
Batang tumbuhan ini memiliki percabangan atau ranting yang tegak sehingga dapat 
menyokong daun tumbuhan alpukat. Daun pada tumbuhan alpukat ini mempunyai 
panjang 12 sampai 25 cm, biasanya terletak pada bagian ujung ranting, dengan 
bentuk bulat telur. Bunga alpukat tersembunyi, memiliki ukuran 5 sampai 10 mm 
dan termasuk tumbuhan yang berbunga banyak, dengan warna hijau kekuningan. 
Kulit buah alpukat memiliki tekstur lembut dengan warna hijau tua hingga ungu 
kecoklatan. Daging buah alpukat ketika sudah matang memiliki daging lunak, 
dengan warna hijau muda dekat kulit dan warna kuning muda dekat biji (Kurniawan, 
2014: 57). 
Kandungan gizi buah alpukat dalam 100 g BDD antara lain energi 93 kal, 
protein 0,9 g, lemak 6,2 g, karbohidrat 10,5 g. Buah alpukat mengandung lemak jenis 
asam oleik dan asam lineik yang sangat baik untuk perawatan kesehatan wajah. 
Alpukat juga mengandung 14 jenis mineral, diantara 14 jenis mineral tersebut besi 




pembentukan sel darah merah dan mencegah anemia (Mahendra dan Rahmawati, 
2005: 63-64).   
Tumbuhan alpukat memiliki beberapa bagian yang dapat digunakan antara 
lain daging buah, daun, dan biji. Sifat kimiawi dari masing-masing bagian untuk 
buah mengandung saponin, alkaloida dan flavonoid, selain itu juga buah 
mengandung tanin dan daunnya mengandung polifenol, quersetin, dan gula alkohol 
persit  (Mahendra dan Rahmawati, 2005: 65). Kegunaan dari masing-masing bagian 
yaitu daging buah dapat digunakan untuk sariawan dan melembabkan kulit kering. 
Daun alpukat dapat digunakan untuk mengatasi kencing batu, darah tinggi, sakit 
kepala, nyeri syaraf, nyeri lambung, saluran napas membengkak (bronchial 
swellings), dan menstruasi tidak teratur. Biji dapat digunakan untuk sakit gigi dan 
kencing manis  (Adha, 2009: 4). Hal ini menunjukkan bahwa segala sesuatu yang 
diciptakan Allah swt tidaklah sia-sia termasuk tumbuh-tumbuhan yang memiliki 
banyak manfaat. Seperti halnya yang telah dijelaskan dalam al Qur’an surah Shad 
ayat /38 :27 yang berbunyi: 
 
                                  
          
Terjemahnya: 
“Dan kami tidak menciptakan langit dan bumi serta apa yang ada di antara 
keduanya dengan batil. Itu anggapan orang-orang kafir. Maka celakalah orang-
orang yang kafir itu karena mereka akan masuk neraka” (Kementrian Agama 
RI, 2013). 
Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah tidaklah menciptakan langit dan bumi 
dan segala yang ada di antara langit dan bumi dengan batil. Menurut tafsir al-Azhar 
arti dari kata batil  yaitu dengan tidak karuan dengan tidak tentu ujung pangkal. Ini 




tidak menciptakannya secara sia-sia tanpa  arah dan  tujuan yang benar (Hamka, 
1988: 215). 
Berdasarkan penelitian sebelumnya berkaitan dengan skrining fitokimia 
menunjukkan bahwa daun alpukat mengandung senyawa golongan flavonoid, 
alkaloid, saponin (Mardiyaningsih dan Nur, 2014: 24), tanin katekat, kuinon, dan  
triterpenoid (Maryati, dkk., 2007: 1). Beberapa kandungan  kimia alpukat tersebut 
yang berperan dalam pengobatan termasuk dalam golongan metabolit sekunder. 
 
B. Metabolit Sekunder 
Metabolit sekunder adalah senyawa organik hasil biosintetik yang  umumnya 
diproduksi oleh organisme, digunakan untuk menunjang kehidupan namun tidak 
memiliki fungsi vital (jika tidak ada mati) untuk proses pertumbuhan dan 
perkembangan suatu organisme. Ketiadaan metabolit sekunder  dalam jangka pendek 
tidak menyebabkan kematian langsung, namun ketiadaan dalam  jangka panjang 
dapat menyebabkan kelemahan dalam pertahan diri, oleh karena itu metabolit 
sekunder dianggap ikut berperan dalam mekanisme pertahanan tubuhnya. Setiap 
organisme memiliki kandungan metabolit sekunder yang beranekaragam yang 
jumlahnya tidak terbatas, dengan karakteristik tersendiri yang dimilikinya (Ilyas, 
2013: 4-5). Begitupun halnya dengan tanaman alpukat (Persea americana Mill.) 
memiliki karakteristik kandungan metabolit sekundernya tersendiri.  
Metabolit sekunder terdiri atas beberapa golongan, seperti alkaloid, 
flavonoid, triterpenoid, saponin, tanin, dan kuinon. 
a. Alkaloid 
Alkaloid merupakan  salah satu satu kelompok senyawa metabolit sekunder 




juga ditemukan pada mikroorganisme dan hewan tingkat rendah (Haeria, 2014: 195). 
Alkaloid bersifat basa atau alkali dan  sifat basa tersebut disebabkan  karena adanya 
satu atau lebih atom N (nitrogen) dalam molekul senyawa tersebut dengan bentuk 
struktur lingkar heterosiklik (Ilyas, 2013: 142). 
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     Gambar 2.2 Struktur Dasar Alkaloid 
                  (Sumber: Lenny, 2006) 
Alkaloid  sering kali bersifat  beracun bagi manusia, tetapi banyak 
menunjukkan aktifitas fisiologi yang menonjol, sehingga digunakan dalam bidang 
pengobatan yang berguna bagi kesehatan (Saifudin, 2014: 29). Alkaloid dalam 
bidang kesehatan dapat menurunkan kadar kolestrol, antimikroba, diuretik dan 
sebagai antioksdan pada lemak (Hanani, 2014: 106). 
b. Flavonoid 
Flavonoid merupakan senyawa polar karena mempunyai sejumlah gugus 
hidroksil atau gula  membentuk glikosida,  sehingga akan larut dalam pelarut polar 
seperti etanol, metanol, butanol, dan etil asetat. Flavonoid sangat berperan bagi 
tumbuhan yaitu menarik serangga dalam proses penyerbukan dan penyebaran biji 
(Hanani, 2014: 103-106). 









Gambar 2.3 Struktur Dasar Flavanoid 







Flavonoid di alam memiliki jumlah yang melimpah dengan warna senyawa 
kuning. Karena persebarannya yang sangat luas serta warnanya yang mencolok, 
sehingga flavonoid banyak digunakan sebagai bahan pewarna sebelum ditemukannya 
pewarna sintetik (Supriyatna, dkk., 2014: 32). Flavonoid telah terbukti dapat 
menghambat proliferasi beberapa sel kanker yang memiliki toksisitas yang rendah 
atau bahkan tidak toksik untuk sel normal (Mardiyaningsih dan Nur, 2014: 26). 
c. Triterpenoid 
Triterpenoid merupakan senyawa dengan kerangka karbon yang berasal dari 
enam satuan isopren dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik, 
yaitu skualena yang memberikan sejumlah aktivitas biologis yang penting (Ilyas, 
2013: 37). Triterpenoid merupakan senyawa tanpa warna, berbentuk kristal dengan 
titik leleh tinggi dan aktif optik yang umumnya sukar dicirikan karena tidak ada 
kereaktifan kimianya (Harbone, 1987: 147). 
                                   
                                      Gambar 2.4. Senyawa Triterpenoid 
                                              (Sumber: Shofiyullah, 2015) 
d. Saponin 
Saponin merupakan glikosida yang terdiri dari gugus gula yang berikatan 
dengan aglikon triterpen atau steroid yang banyak ditemukan dialam. Saponin dapat 
larut dalam air, tidak larut dalam eter dan memiliki rasa pahit (Hanani, 2014: 227), 




setelah dikocok dan akan membentuk senyawa koloid (Supriyatna, dkk., 2014: 34). 







Gambar 2.5 Struktur Saponin 
(Sumber: Shofiyullah, 2015) 
e. Tanin 
Tanin adalah senyawa polifenol yang memiliki rasa pahit dan terdiri dari asam 
galat sebagai penyusunnya  (Supriyatna, dkk., 2014: 35). Tanin terdiri dari dua jenis 
yaitu tanin terkondensasi dan tanin terhidrolisis. Kedua jenis tanin ini terdapat dalam 
tumbuhan, tetapi yang paling dominan terdapat dalam tanaman adalah tanin 
terkondensasi (Harbone, 1987: 103). Ekstrak tanin terdiri dari campuran senyawa 
polifenol sangat kompleks. Ekstraksi tanin dapat dilakukan dengan  beberapa pelarut, 
antara lain pelarut polar yaitu air, aseton dan metanol (Kristianto, 2013: 10). 
 







Gambar 2.6  Struktur Dasar Tanin 
















Kuinon merupakan senyawa berwarna dan mempunyai kromofor dasar seperti 
kromofor dasar pada benzokuinon, yang terdiri dari 2 gugus karbonil yang 
berkonjugasi dengan 2 ikatan rangkap. Glikosida dalam senyawa kuinon dapat 
diekstraksi dengan air,  namun hanya sebagian kecil yang dapat larut. Umumnya 
kuinon lebih mudah larut dalam lemak dan akan terdeteksi dari tumbuhan bersama-







Gambar 2.7  Struktur Dasar Kuinon 
(Sumber: Haeria, 2014) 
 
 
C. Kultur Jaringan 
1. Definisi dan Manfaat Kultur Jaringan 
Kultur jaringan adalah suatu teknik mengisolasi bagian-bagian tanaman 
(protoplas, sel, jaringan, dan organ) untuk dikultur pada nutrisi buatan yang steril, 
serta kondisi lingkungan terkendali sehingga bagian-bagian tanaman tersebut tumbuh 
menjadi tanaman utuh (sempurna) secara aseptis (bebas hama) (Zulkarnain, 2009: 
78). Disamping istilah kultur jaringan, dikenal juga istilah kultur in vitro tanaman. 
Istilah tersebut muncul  karena sel, jaringan, dan organ tanaman tumbuh dan 
berkembang secara aseptis pada medium didalam wadah gelas yang transparan 
(Wahidah, 2012: 1).  
Teknik kultur jaringan berdasaran pada teori sel yang dikemukakan oleh ahli 






bahwa setiap sel bersifat autonom dan totipotensi. Totipotensi berarti dari manapun 
sel tersebut diambil, apabila diletakkan dalam lingkungan yang sesuai, maka setiap 
sel tersebut memiliki kemampuan untuk tumbuh dan berkembang menjadi satu 
individu yang utuh/tanaman yang sempurna (Yuliarti, 2010: 1). 
Potensi kultur jaringan sebagai teknik perbanyakan tanaman secara vegetatif 
memiliki beberapa keuntungan diantaranya yaitu menghasilkan tanaman baru yang 
bersifat unggul (terbebas dari kontaminasi mikroba), memiliki sifat yang identik 
dengan tanaman induknya, menghasilkan tanaman dengan jumlah yang banyak 
dalam waktu relatif singkat. Di samping itu, dengan kultur jaringan dapat 
menghasilkan  metabolit sekunder dengan jumlah banyak yang dimanfaatkan dalam 
bidang pembuatan obat-obatan (Hendaryono dan Wijayani, 1994: 31-33). 
Faktor-faktor yang menentukan keberhasilan kultur jaringan ditentukan oleh 
berbagai faktor seperti pemilihan eksplan, medium dan pengaruh faktor lingkungan. 
a. Eksplan 
Eksplan adalah potongan atau bagian kecil (berupa sel, jaringan, atau organ) 
yang diambil dari tanaman induk digunakan sebagai bahan awal untuk perbanyakan 
tanaman. Tanaman yang dijadikan sebagai eksplan sebaiknya bersumber dari 
tanaman induk yang berkualitas (sehat) yang tumbuh secara baik dan normal 
(Yuliarti, 2010: 16). Meskipun pada prinsipnya tanaman memiliki kemampuan 
totipotensi (dapat tumbuh dan berkembang apabila diletakkan dalam lingkungan 
yang sesuai), namun masing-masing jaringan memiliki kemampuan yang berbeda-
beda untuk tumbuh dan berkembang dalam kultur jaringan. Umumnya bagian 
tanaman yang digunakan adalah bagian yang masih muda, karena lebih mudah 
tumbuh dan beregenerasi dibandingkan dengan bagian tanaman yang terdeferensiasi  




b. Faktor lingkungan 
Lingkungan kultur merupakan hasil interaksi antara bahan tanaman, wadah 
kultur, dan lingkungan eksternal ruang kultur yang memiliki pengaruh sangat besar 
terhadap sistem kultur jaringan diantaranya yaitu cahaya, suhu, kelembapan relatif 
dan pH. 
1) Cahaya 
Peranan cahaya sangat penting untuk pertumbuhan tanaman dalam kondisi in 
vivo untuk melakukan fotosintesis begitupun pada kultur in vitro  untuk pertumbuhan 
organ atau jaringan tanaman (Wahidah, 2012: 115). Namun, untuk inisiasi 
pembelahan sel pada eksplan dan pertumbuhan jaringan kalus kadang-kadang 
mengalami hambatan dengan adanya cahaya, hal itu disebabkan karena laju 
fotosintesis pada kebanyakan bahan tanaman yang dikulturkan secara in vitro relatif 
rendah, kultur tersebut hanya tergantung pada suplai sukrosa dari medium 
(Zulkarnain, 2009: 134-135). Pembentukan kalus maksimum sering terjadi ditempat 
yang lebih gelap (Hendaryono dan Wijayani, 1994: 69).  
2) Suhu 
Tanaman umumnya tumbuh pada lingkungan dengan suhu yang tidak sama 
setiap saat, misalnya pada siang dan malam hari tanaman mengalami kondisi dengan 
perbedaan suhu yang cukup besar. Keadaan demikian bisa dilakukan dalam kultur 
jaringan dengan mengatur suhu siang dan malam di ruang kultur. Pada kebanyakan 
tanaman suhu terlalu rendah yaitu kurang dari 20°C dapat memperlambat 
pertumbuhan tanaman, dan suhu terlalu tinggi pun yaitu lebih dari 32°C dapat 
menyebabkan tanaman menjadi layu. Suhu optimum yang umum digunakan pada 
tanaman adalah 26°C. Untuk pertumbuhan terbaik pada kultur jaringan tanaman 




3) Kelembapan relatif 
Kelembapan relatif merupakan faktor yang sangat menentukan keberhasilan 
kultur jaringan. Kelembapan relatif di dalam ruang kultur sekitar 70%. Jika 
kelembapan relatif ruang kultur berada dibawah 70% maka akan mengakibatkan 
medium dalam botol kultur (yang tidak tertutup rapat) akan menguap dan kering, 
sehingga eksplan dan plantlet akan kehabisan medium. Kelembapan relatif dalam 
botol kultur dengan mulut botol yang ditutup yaitu berkisar 80-99%. Jika cara 
menutup botol kultur agak longgar maka kelembapan relatif dalam botol kultur dapat 
lebih rendah dari 80%. Kadar kelembapan di dalam wadah kultur yang terlalu tinggi 
akan menyebabkan tanaman mengalami vitrifikasi (tanaman tumbuh abnormal) 
(Wahidah, 2012: 114-115). 
4) Keasaman (pH)  
Keasaman (pH) adalah nilai yang menyatakan derajat keasaman atau 
kebasaan dari larutan. Keasaman (pH) suatu larutan menyatakan kadar dari ion H
+
 
dalam larutan (Hendaryono dan Wijayani, 1994: 68). Umumnya pH media yang baik 
digunakan untuk pertumbuhan sel eksplan yaitu berkisar 5,6-5,8. Jika pH  melebihi 
6,0 maka berakibat pada media yang digunakan yaitu tekstur agar-agar akan lebih 
memadat dan jika pH kurang dari 5,2  maka agar-agar yang digunakan akan tetap 
mencair (Yuliarti, 2010: 21-22). Untuk kondisi pH medium masih kurang dari 
normal, maka dapat ditambahkan KOH 1-2 tetes. Sedangkan apabila pH melampaui 
batas normal dapat dinetralkan dengan meneteskan HCl (Hendaryono dan Wijayani, 
1994: 68). 
c. Medium 
Medium sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan dan perkembangan 




untuk tujuan mendapatkan kalus (induksi kalus) dan medium diferensial digunakan 
untuk menumbuhkan akar serta tunas (Wetherell (1982) dalam Nur, 2010: 16). 
Media MS (Murashige dan skoog) yang banyak digunakan dalam teknik kultur 
jaringan  (Yuliarti, 2010: 22). 
2. Produksi Senyawa Metabolit Sekunder 
Tanaman berperan penting bagi manusia tidak hanya sebagai bahan sandang, 
pangan, papan tetapi juga sebagai penghasil bermacam-macam senyawa kimia. 
Sebagian besar dari senyawa kimia yang diambil dari tumbuhan berupa metabolit 
sekunder.  Tujuan produksi senyawa metabolit sekunder ini bagi tanaman antara lain 
yaitu untuk melindungi diri dari lingkungannya seperti perlindungan diri dari 
predator dan serangan hama penyakit. Senyawa metabolit sekunder tersebut banyak 
dimanfaatkan manusia untuk pengobatan, baik tradisional maupun modern, industri 
agrokimia berupa pestisida dan insektisida, kosmetika, dan lain-lain (Wahidah, 2012: 
144).  
Kultur jaringan dapat digunakan sebagai sarana penghasil metabolit sekunder. 
Meskipun pada awalnya kegunaan kultur jaringan hanya sebatas untuk perbanyakan 
tanaman, namun seiring berkembangnya ilmu pengetahuan, kultur jaringan dapat 
digunakan untuk meningkatkan produktivitas metabolit sekunder untuk meperoleh 
senyawa obat. Senyawa metabolit tersebut dapat dihasilkan dari kultur kalus. 
Metabolit yang dihasilkan dari kalus seringkali kadarnya lebih tinggi daripada 
dengan cara biasa (langsung dari tanaman) (Hendaryono dan Wijayani, 1994: 120).  
3. Kultur Kalus 
Kalus adalah kumpulan sel yang belum terdeferensiasi secara sempurna, tidak 
jelas bentuk akar, batang, maupun daunnya yang terjadi pada sel-sel jaringan, namun 




umumnya terbentuk dari jaringan (akar, batang, maupun daun) yang telah dilukai 
(Azizah,  2010: 17).  
 Tujuan kultur kalus adalah untuk menghasilkan kalus yang bebas dari 
penyakit  karena ditumbuhkan dalam kondisi lingkungan yang terkontrol. Selain itu, 
kalus mampu mengalami pembelahan sel secara terus menerus. Sel tersebut berupa 
sel parenkim yang menyusun pembentukan kalus serta mempunyai ikatan yang 
renggang dengan sel-sel lain. Kalus dapat diinduksi menggunakan bagian tanaman 
yang masih muda bagian semai merupakan bagian terbaik untuk induksi kalus 











Gambar 2.8  Kurva pertumbuhan sigmoid pada sel  dan organ tanaman 
(Sumber: Wulaningsih, 2010) 
Kalus yang stabil memiliki kurva pertumbuhan sigmoid dengan tiga fase 
pertumbuhan yaitu, a) Fase lag, yaitu fase yang mana belum terjadi pertumbuhan 
kalus dan merupakan masa adaptasi eksplan dengan media yang baru. Pada fase ini 
pertumbuhan bobot kalus hanya sedikit dan terlihat hampir mendatar pada kurva.    
b) Fase eksponensial, yaitu fase yang mana mulai terjadi pertumbuhan kalus dan  




















dan diikuti fase linear dengan pertumbuhan kalus terus naik secara eksponensial 
seperti garis lurus ke atas dan kemudian berhenti. Pada fase ini terjadi peningkatan 
metabolit primer. c) Fase stasioner, yaitu fase yang mana produksi metabolit primer 
dan pertumbuhan kalus berhenti karena nutrien di dalam media telah habis. Pada fase 
ini terjadi peningkatan sintesis metabolit sekunder. Jika pada fase ini kalus tidak 
dipanen, maka akan terjadi degradasi metabolit sekunder (Rahmawati (1999) dalam 
Astuti, 2007: 11-12). 
Subkultur untuk induksi kalus dilakukan agar pertumbuhan kalus berlangsung 
secara terus-menerus dengan penambahan gula dan garam-garam mineral pada 
medium, selain penambahan tersebut diperlukan juga zat pengatur tumbuh (ZPT), 
meskipun pada umunya eksplan yang berasal dari tanaman jaringannya telah dilukai 
secara alamiah memiliki zat untuk merangsang pertumbuhan yaitu kambium. Namun 
dalam kasus lain, menurut Kordan (1959 dalam Dodds dan Robert, 1983)   
keberadaan kambium di dalam ekspan tertentu dapat menghambat pertumbuhan 
kalus bila tanpa penambahan zat pengatur tumbuh eksogen. ZPT yang digunakan, 
seperti: 1) auksin; 2) sitokinin; 3) auksin dan sitokinin dan 4) ekstrak senyawa 
organik kompleks alamiah (Wahidah, 2012: 135). 
4. Zat Pengatur Tumbuh 
Zat pengatur tumbuh pada tanaman adalah senyawa organik bukan hara 
(nutrisi), dalam jumlah sedikit dapat mendukung, menghambat dan dapat merubah 
proses fisiologi tanaman (Abidin (1995) dalam Intias, 2012: 9). Zat pengatur tumbuh 
sangat diperlukan sebagai komponen medium kultur jaringan yang berguna untuk 
mendukung pertumbuhan dan perkembangan jaringan tanaman. Tanpa penambahan 
zat pengatur tumbuh dalam medium kultur, pertumbuhan  eksplan akan terhambat, 




 Zat pengatur tumbuh dapat dibagi menjadi beberapa golongan, yaitu 
golongan auksin, sitokinin, giberelin dan inhibitor. Zat pengatur tumbuh yang 
tergolong auksin adalah Indol Asam Asetat (IAA), Indol Asam Butirat (IBA), 
Naftalen Asam Asetat (NAA) dan 2,4 D Dikhlorofenoksiasetat (2,4-D). Zat pengatur 
tumbuh yang termasuk golongan sitokinin adalah Kinetin, Zeatin, Ribosil dan Bensil 
Aminopurin (BAP). Zat pengatur tumbuh yang umum digunakan pada kultur kalus 
yaitu golongan auksin dan sitokinin (Hendaryono dan Wijayani, 1994: 18). 
a. Auksin 
Auksin merupakan salah satu hormon zat pengatur tumbuh yang ditambahkan 
pada medium kultur jaringan  yang berfungsi untuk merangsang pertumbuhan dan 
perkembangan eksplan  tanaman. Selain fungsi tersebut, auksin juga berperan untuk 
menginduksi terjadinya kalus, mendorong terjadinya morfogenesis kalus untuk 
membentuk tunas atau akar (Azizah, 2010: 24). 
  2,4 D merupakan zat pengatur tumbuh dari golongan auksin. Zat pengatur 
tumbuh ini merangsang pembentukan kalus, mempengaruhi pertumbuhan dan 
morfogenesis sel jaringan dan organ. Selain itu 2,4 D mempunyai sifat stabil, karena 
tidak mudah terurai oleh enzim–enzim yang dikeluarkan oleh sel atau oleh 
pemanasan pada proses sterilisasi (Siregar, 2006: 69-70). 
b. Sitokinin 
Sitokinin adalah derifat dari adenin, kinetin (6-furfurylaminopurin) (Fitrianti, 
2006: 18). Jika rasio auksin/ sitokinin seimbang maka akan terbentuk kalus. Selain 
sitokinin alami, sitokinin sintetik seperti N6-benzylaminopurine (BAP) lebih sering 







D. Ekstraksi dan Identifikasi Komponen Kimia 
1. Ekstraksi 
Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan satu atau lebih komponen yang 
didasarkan pada perpindahan massa komponen kimia yang terdapat dalam sampel 
bahan alam ke dalam pelarut. Prinsip metode ini didasarkan pada distribusi zat 
terlarut ke dalam pelarutnya (Ilyas, 2013: 2). Ekstraksi bertujuan untuk menarik 
kandungan kimia dari bahan sehingga terpisah (Putri, dkk., 2015: 213). 
Faktor yang menentukan keberhasilan proses ekstraksi adalah pemilihan 
pelarut yang sesuai. Pelarut yang digunakan diharapkan mampu menarik sebagian 
besar metabolit sekunder yang terdapat dalam simplisia, mempunyai titik didih yang 
tidak tinggi, harga terjangkau, tidak toksik, tidak mudah terbakar dan tidak merusak 
senyawa yang akan diisolasi (Khotimah, 2016: 17).  
Pelarut merupakan cairan atau gas yang mampu melarutkan benda padat, cair 
atau gas, sehingga menghasilkan sebuah larutan. Terdapat dua jenis pelarut yang 
banyak digunakan yaitu pelarut air dan pelarut dari bahan organik. Pelarut yang 
umum digunakan dalam kehidupan sehari-hari adalah air. Pelarut biasanya memiliki 
titik didih rendah dan lebih mudah menguap, meninggalkan substansi terlarut yang 
didapatkan. Perbedaan antara pelarut dengan zat terlarut yaitu pelarut jumlahnya 
lebih besar dibandingkan dengan zat yang dilarutkan (Chadijah,  2014: 102). Secara 









Tabel. 2.1. Pelarut Organik 










Heksana 68 -94 1,8 
Siklo 
heksan 
81 6,5 2,0 
Toluen 1,1 -95 2,4 
Dietil eter 35 -116 4,3 
Kloroform 61 -64 4,8 
Etil asetat 77 -84 6,0 
Aseton 56 -95 20,7 
Etanol 78 -117 24,3 
Metanol 65 -98 32,6 
Air 100 0 80,2 
    (Sumber: Musyariffah, 2013) 
Beberapa metode ekstraksi yang umum digunakan, yaitu maserasi, perkolasi, 
sokletasi dan lain-lain. Metode ekstraksi biasanya dilakukan dengan dua cara yaitu 
cara panas atau cara dingin. Cara dingin paling umum digunakan dalam proses 
ekstraksi yaitu dengan maserasi. Maserasi biasa disebut juga dengan perendaman 
(puzi, dkk., 2015: 55). 
Maserasi merupakan proses perendaman mengunakan pelarut organik dengan 
beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan (kamar), 
Sehingga kecil kemungkinan terjadinya kerusakan metabolit. Pada proses maserasi 
diperlukan penggantian pelarut secara berulang karena terjadi keseimbangan 
konsentrasi antara larutan di luar dan di dalam sel (Hanani, 2014: 11). 
2. Identifikasi Komponen Kimia 
Identifkasi merupakan salah satu tahap penting dalam melakukan penelitian. 
Suatu sampel dapat diidentifikasi metabolit sekundernya dengan melakukan uji 
pereaksi. Identifikasi adanya alkaloid dapat dilakukan dengan Uji Dragendorff, 
Wagner dan Mayer. Pada uji dragendorff  endapan  coklat kemerahan menunjukkana 




alkaloid. Uji wagner, endapan coklat menunjukkan adanya alkaloid. Identifikasi 
senyawa saponin ditunjukkan dengan adanya pembentukan emulsi. Identifikasi 
senyawa flavonoid dapat dilakukan dengan menggunakan beberapa pereaksi seperti 
FeCl3 yang menghasilkan warna ungu jika positif flavonoid. Sedangkan triterpenoid 
dapat diidentifikasi dengan uji Lieberman-Burchard, reaksi yang menghasilkan 
warna cincin merah menunjukkan adanya triterpenoid (Atun, 2014: 59). 
 
E. Spektrofotometri Infra Red (IR)  
Spektrofotometri Infra Red atau Infra Merah merupakan suatu metode yang 
mengamati interaksi molekul dengan  panjang gelombang  berkisar 0,78-1.000 µm 
atau pada bilangan gelombang 12.800 – 10 cm-7 (Bintang, 2010: 197).   Daerah sidik 
jari 1300-400 cm
-1
 dianggap komponen spektrum paling berharga. Spektrum ini 
terdiri atas sejumlah besar vibrasi spesifik. Oleh karena itu, spektroskopi  IR dapat 
membantu mengidentifikasi senyawa yang tidak diketahui dengan membandingkan 
spektrumnya dengan sebuah spektrum standar. Dengan demikian, bahan farmasi 
yang memiliki spektrum inframerah yang sama dapat disimpulkan sebagai senyawa 
yang identik (Hamzah, 2013: 85-86). Cara kerja spektroskofi inframerah adalah 
sampel di scan. Gelombang yang diteruskan oleh sampel akan ditangkap oleh 
detektor yang terhubung ke komputer, sehingga akan memberikan gambaran 
spektrum sampel yang di uji. Struktur kimia dan bentuk ikatan molekul serta gugus 
fungsional tertentu sampel yang di uji menjadi dasar bentuk spektrum yang akan 








F. Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 
GC-MS dapat digunakan untuk analisis kualitatif maupun analisis kuantitatif. 
Analisis kualitatif yaitu dengan cara identifikasi yang dapat dilakukan dengan 
membandingkan kromatogram dengan senyawa-senyawa referensi standar. 
Sedangkan untuk analisa kuantitatif yaitu menentukan jumlah persen dari komponen-
komponen yang telah dipisahkan, dapat diketahui dari luas puncak kromatogram 











Gambar 2.9.  Instrumentasi GC-MS 
 
G. Uji Toksisitas 
Toksikologi adalah ilmu atau pemahaman tentang pengaruh zat-zat kimia 
yang merugikan bagi kelangsungan hidup makhluk hidup, baik saat digunakan atau 
saat berada dilingkungan, terutama dampaknya pada manusia, baik yang masuk 
secara sengaja atau tidak sengaja (Priyanto, 2009: 7).  
Zat kimia yang baru terlebih dahulu harus dilakukan penelitian mengenai 
sifat-sifat ketoksikannya sebelum diperbolehkan digunakan secara luas. Oleh karena 




harus dilakukan beberapa langkah pengujian sebelum digunakan dalam pelayanan 
kesehatan. Uji toksikologi dapat dibagi menjadi dua golongan, golongan pertama 
(terdiri atas uji toksisitas akut, uji toksisitas subkronis, dan uji toksisitas kronis). Uji 
golongan pertama ini dibuat untuk menilai secara keseluruhan akibat umum suatu 
senyawa pada hewan percobaan yang digunakan, sedangkan golongan yang kedua 
dari uji toksikologi (terdiri atas uji potensi, uji teratogenik, uji reproduksi, uji 
mutagenik, uji tumorigenisitas, dan uji perilaku) yang merupakan uji yang dibuat 
untuk mengevaluasi dengan rinci toksisitas secara spesifik (Pratama, 2010: 5-6).  
Setelah terbukti keamanannya, maka obat yang bersumber dari bahan hayati tersebut 
dapat digunakan dalam pelayanan kesehatan. 
Uji toksisitas secara kuantitatif dapat ditinjau dari lamanya waktu, yang dapat 
diklasifikasikan menjadi toksisitas akut, sub akut, dan kronis. Toksisitas akut adalah 
efek berbahaya yang terjadi segera setelah terpapar dosis tunggal dalam waktu 24 
jam. Penentuan nilai LC50 pada pengujian toksisitas akut merupakan tahap awal 
untuk mengetahui keamanan suatu bahan obat yang akan digunakan manusia 
berdasarkan besarnya dosis atau konsentrasi yang diberikan sekali atau beberapa kali 
dalam 24 jam dari suatu zat yang dapat menyebabkan kematian 50% pada hewan uji 
(Priyanto, 2009: 151).  
Senyawa aktif yang terdapat dalam tumbuhan hampir selalu toksik pada dosis 
tinggi, oleh karena itu daya bunuh senyawa aktif terhadap organisme hewan dapat 
digunakan untuk menapis ekstrak tumbuhan yang mempunyai bioaktivitas dan juga 
memonitor fraksi bioaktif selama fraksinasi dan pemurnian. Toksisitas senyawa 
tersebut dapat dijadikan patokan awal tentang potensinya sebagai antikanker.  
Kanker merupakan penyakit penyebab kematian terbesar kedua di Indonesia 




orang. Keganasan penyakit ini karena sangat kecilnya kemungkinan untuk sembuh 
dan besarnya biaya yang harus dikeluarkan untuk pengobatan penyakit kanker.  
Penyakit kanker muncul diakibatkan karena kerusakan gen, materi genetika atau 
DNA sel. Sel yang rusak tersebut sangat berbahaya karena akan mengalami 
pertumbuhan yang tidak terkendali dari awalnya hanya satu sel menjadi beribu-ribu, 
bahkan jutaan sel. Sehingga terbentuk jaringan tumor atau kanker (Mardiah, dkk., 
2006: 8). 
 
H. Larva Udang (Artemia Salina Leach.)  
Artemia  merupakan hewan  dari kelas kurtase yang termasuk dari  jenis 
udang-udangan kecil tingkat rendah (zooplankton). Artemia menghuni perairan-
perairan yang berkadar garam tinggi. Klasifikasi Artemia salina dalam ilmu 
sistematika hewan adalah sebagai berikut: 
Kingdom  : Animalia 
Phylum  : Arthropoda 
Class  : Crustacea 
Subclass  : Branchiopoda 
Ordo  : Anostraca 
Family  : Artemiidae 
Genus  : Artemia 





          
Gambar 2.10.  Larva A. Salina 
(Sumber: Wibowo, dkk., 2013) 
Ukuran Artemia salina Leach dewasa sekitar 8-10 mm dan memiliki bentuk  
ukuran tubuh yang memanjang dengan sepasang mata pada antenanya. Artemia 
salina Leach biasanya hidup di tempat dengan kadar garam tinggi yang berkisar 
antara 60-300 ppt, dengan suhu berkisar antara 25-40
0
C, pH berkisar antara 7,3-8,4 
dan oksigen terlarut lebih dari 2 mg/L (Mahyuddin (2010) dalam Sepadan, 2014: 19). 
Kista artemia dalam beberapa jam akan langsung menetas jika diletakkan dalam air 
garam ataupun air laut normal dengan suhu ruang 25°C dan akan membentuk larva 
yang disebut nauplius yang berukuran  sekitar 0,4 mm. Air yang diserap oleh 
cangkang kista akan mengembung membentuk lonjong dan embrio didalam 
cangkang yang sebelumnya fasif akan aktif melakukan metabolisme kembali. Dalam 
waktu 15-20 jam kista artemia menyerap air dan akan mendorong tekanan osmose 
bertambah, sehingga menyebabkan membran kista artemia pecah. Setelah sekitar 20 
jam (20-36 jam), embrio yang masih terselimuti membran akan muncul pada 
membran luar yang pecah. Kemudian melepaskan diri dari cangkang dan selimut 
membran yang berenang-renang sebagai larva yang disebut nauplius dan dalam 
delapan hari nauplius akan berkembang biak menjadi artemia dewasa. Artemia 




Bila memungkinkan artemia dapat bereproduksi selama enam bulan setiap tahun 
secara terus-menerus, setelah itu akan mati (Wibowo, dkk: 2013: 13-14). 
 
I. Brine Shimp Lethality Test (BSLT) 
Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) adalah salah satu metode untuk 
mengetahui ketoksikan suatu ekstrak maupun senyawa bahan alam menggunakan 
hewan uji berupa larva udang Artemia salina Leach. Metode  ini merupakan tahap 
awal yang dijadikan sebagai patokan untuk mengetahui apakah senyawa tersebut 
berpotensi atau tidak sebagai antikanker. Metode ini telah digunakan sejak 1956 untuk 
berbagai pengamatan bioaktivitas antara lain untuk mengetahui residu pestisida, 
anestetik lokal, senyawa turunan morfin, mikotoksin, karsinogenesitas suatu senyawa 
(Meyer (1982) dalam Prasetyorini, dkk, 2011: 15). 
Uji toksisitas dengan metode BSLT ini merupakan uji toksisitas akut dengan 
efek yang terjadi segera setelah terpapar dalam waktu relatif singkat, yaitu rentang 
waktu selama 24 jam setelah pemberian dosis uji. Prosedur untuk menentukan 
toksisitas suatu senyawa teradap larva Artemia salina Leach yaitu dengan melihat 
nilai LC50. Jika harga LC50 < 1000 μg/ ml (Meyer (1982) dalam Cahyadi, 2009: 8), 
maka ekstrak tersebut toksik dan dapat dikembangkan sebagai obat antikanker. 
Namun, Jika harga LC50 > 1000 ug/mL, maka ekstrak tersebut tidak bersifat toksik dan 
tidak dapat digunakan sebagai obat antikanker, tetapi dapat diteliti kembali untuk 
mengetahui khasiat lainnya dengan menggunakan hewan coba lain yang lebih besar 
dari larva Artemia salina Leach seperti mencit dan tikus secara in vivo (Rolliana dan 









A. Waktu dan Tempat 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli 2017 sampai Februari 2018          
di Laboratorium Organik, Laboratorium Balai Penelitian dan Pengembangan 
Lingkungan Hidup Kehutanan (BP2LHK) Makassar dan Laboratorium Riset Jurusan 
Kimia Fakultas Sains dan Teknologi UIN Alauddin Makassar. 
 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat  
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu FTIR Nicolet iS10, 
seperangkat GCMS Agilent GC Tipe 7890 A MS Tipe 5975, autoclave, laminar air 
flow, rotary evaporator, neraca analitik, hot plate, labu ukur, erlenmeyer, gelas ukur, 
gelas kimia, corong  kaca, cawan petri, batang pengaduk, pinset, skalpel no.4, bunsen 
spiritus, lampu neon, kaca arloji, cawan penguap, botol vial, penjepit, pipet tetes, 
pipet mikro, microplate, oven, pipet ukur, botol kultur dan botol media. 
2. Bahan 
Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu agar-agar, alkohol 70%, 
aluminium foil, aquabides, asam klorida (HCl), NaCl laut, betadin, deterjen, dithane 
M-45, DMSO (dimetil sulfoksida), eksplan daun alpukat (Persea americana Miil.) 
diperoleh dari jl. Perintis Kemerdekaan Km 17, gula, klorox 3,5%, larva udang 
artemia salina Leach, kertas saring, medium MS (Murashige and Skoog), n-heksana, 
pereaksi asam sulfat (H2SO4), pereaksi natrium hidroksida (NaOH) 10%, pereaksi 






pereaksi Liberman-burchard, tissu, tween 20, zat pengatur tumbuh (2,4 
Dikhlorofenoksiasetat dan Bensil Aminopurin). 
 
C. Prosedur Penelitian 
1. Kultur Jaringan  Eksplan  Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
a. Sterilisasi Alat dan Eksplan Tanaman 
1) Tahap Sterilisasi Alat 
Mensterilkan semua peralatan yang akan digunakan seperti botol media, botol 
kultur, erlenmeyer, cawan petri, pinset, skalpel, gelas kimia dan batang pengaduk 




2) Tahap Sterilisasi Eksplan Daun 
a) Sterilisasi Tahap 1 
Eksplan daun alpukat dicuci dibawah air kran mengalir, kemudian 
dibersihkan dengan detergen sambil digosok menggunakan spon dan dicuci kembali 
menggunakan air kran (Indah dan Ermavitalini, 2013: 2). 
b) Sterilisasi Tahap II 
Eksplan dimasukkan dalam laminar air flow dan direndam dalam larutan 
klorox 3,5% yang telah ditambahkan tween 20 sebanyak 3 tetes selama 15 menit, 
kemudian dibilas dengan aquades steril selama 5 menit sebanyak 3 kali. Selanjutnya 
direndam pada larutan betadin. Selanjutnya eksplan diambil dengan pinset dan 







b. Tahap Pembuatan Stok  Zat Pengatur Tumbuh dan Pembuatan Media 
1) Pembuatan Stok Zat Pengatur Tumbuh (2,4 D 100 ppm dan BAP 100 ppm) 
Menimbang masing-masing bahan sebanyak 10 mg dan dimasukkan ke dalam 
erlenmeyer 100 mL lalu ditambahkan 50 mL aquades steril  masing-masing ke dalam 
erlenmeyer 100 mL. Sambil diaduk, diteteskan larutan KOH 1 N sampai larut. 
Kemudian larutan ditambahkan aquades hingga volumenya mencapai 100 mL (Indah 
dan Ermavitalini, 2013: 2). 
2) Pembuatan Media MS 1000 mL 
Memasukkan stok A, B, C, D masing-masing sebanyak 50 mL/L dan stok E 
12,5 mL/L kedalam gelas kimia 1000 mL, ditambahkan gula yang telah dilarutkan 
dengan aquades steril. Lalu ditambahkan 2,4 D 0,5 ppm dan BAP 2 ppm kedalam 
gelas kimia. Kemudian dihomogenkan dan diukur pH media dengan menggunakan 
pH meter (bila pH masih  dibawah 5,6 maka perlu ditambah KOH 0,10 N, tetapi bila 
pH sampai mencapai 6,0 melebihi 5,8, maka ditambah HCl 0,10 N). Selanjutnya 
ditambahkan agar-agar sebanyak 7 gr/L dan aquades hingga volumenya mencapai 
1000 mL, lalu dipanaskan diatas kompor dan diaduk hingga mendidih. Setelah 
mendidih media dituang kedalam botol kultur sebanyak 20 mL/botol (Indah dan 
Ermavitalini, 2013: 2), kemudian ditutup aluminium foil serta diberi label (Arianti, 
2015: 46). Kemudian botol-botol medium dimasukkan kedalam autoklaf dan 
disterilisasi dengan suhu 120
0
C selama 15-20 menit (Indah dan Ermavitalini, 2013: 
2). 
c. Inokulasi Eksplan 
Mengambil eksplan yang sudah disterilisasi dengan pinset steril lalu 
diletakkan pada cawan petri, kemudian eksplan dipotong diatas cawan petri dengan 




media dengan bagian abaksial yang kontak dengan media. Bagian mulut botol 
dipanaskan terlebih dahulu dengan api bunsen untuk mencegah terjadinya 
kontaminasi. Kemudian eksplan ditanam pada media perlakuan dengan pinset steril. 
Sebelum ditutup, mulut botol dipanaskan kembali dan ditutup dengan almunium foil. 
Botol diberi label sesuai perlakuan dan tanggal penanamannya (Indah dan 
Ermavitalini, 2013: 3) . 
2. Estraksi Kalus Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 
a. Prepasi Sampel 
Kalus alpukat (Persea americana Mill.) yang telah dipanen dikeringkan 
kemudian ditumbuk sampai berbentuk serbuk. Hasil serbuk kalus kering yang 
diperoleh digunakan sebagai sampel penelitian. 
b. Ekstraksi Maserasi 
Ekstraksi komponen aktif dilakukan dengan cara ekstraksi maserasi atau 
perendaman. Serbuk kalus alpukat sebanyak 9,2 gr dimaserasi dengan pelarut          
n-heksana. Maserasi diulang hingga diperoleh filtrat terakhir yang tidak berwarna. 
Hasil maserasi kemudian disaring hingga diperoleh filtrat dan residu. Seluruh filtrat 
yang diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator untuk memperoleh ekstrak       
n-heksana. Ekstrak n-heksana digunakan untuk uji toksisitas, fitokimia, identifikasi 
dengan spektrofotometer FTIR  dan identifikasi dengan GCMS. 
c. Uji fitokimia 
Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui secara umum kandungan senyawa 
aktif dengan mereaksikan reagen-reagen tertentu. Ekstrak n-heksana kalus alpukat 
dilarutkan dengan sedikit pelarut n-heksana sampai homogen kemudian dilakukan uji 





1) Uji Steroid dan Triterpen  
 Tiga tetes sampel yang telah diencerkan menggunakan pelarut n-heksana 
dimasukkan dalam plat tetes, kemudian ditambahkan pereaksi Lieberman-Bourchard 
(asam asetat glacial-asam sulfat pekat) sebanyak 3 tetes. Bila positif mengandung 
terpenoid, maka akan terbentuk warna merah hingga ungu dan bila positif steroid 
terbentuk warna biru atau hijau. 
2) Uji Saponin 
Sampel yang telah diencerkan menggunakan pelarut n-heksana dimasukkan 
ke dalam tabung reaksi yang berisikan aquades sebanyak 3 tetes dan 
dipanaskan menggunakan hot plate. Setelah panas kocok tabung reaksi 
selama 5 menit. Adanya busa yang dapat bertahan selama 20 menit 
menunjukkan adanya senyawa saponin. 
    3) Uji Alkaloid 
        1. Test dengan pereaksi Dragendorf 
 Tiga tetes sampel yang telah diencerkan menggunakan pelarut n-heksana 
dimasukkan dalam plat tetes, kemudian ditambahkan dua tetes pereaksi Dragendorf 
pada sampel, jika terjadi warna jingga atau endapan cokelat maka simplisia tersebut 
mengandung alkaloid. 
        2. Test dengan pereaksi Mayer 
 Tiga tetes sampel yang telah diencerkan menggunakan pelarut n-heksana 
dimasukkan dalam plat tetes, kemudian ditambahkan dua tetes pereaksi mayer pada 







    4) Uji flavonoid 
        1. Test dengan NaOH 10% 
 Tiga tetes sampel yang telah diencerkan menggunakan pelarut n-heksana 
dimasukkan dalam plat tetes, ditambahkan 2-4 tetes larutan NaOH 10%. Perubahan 
warna yang terjadi diamati dari kuning tua menjadi kuning muda. 
        2. Test dengan H2SO4 (pekat) 
 Tiga tetes sampel yang telah diencerkan menggunakan pelarut n-heksana 
dimasukkan dalam plat tetes, ditambahkan 2-4 tetes larutan H2SO4 pekat. Perubahan 
warna yang terjadi diamati dari kuning tua menjadi merah tua. 
       3. Test dengan FeCl3  
 Tiga tetes sampel yang telah diencerkan menggunakan pelarut n-heksana 
dimasukkan dalam plat tetes, ditambahkan 2-4 tetes pereaksi besi (III) klorida, 
perubahan warna yang terjadi biru hitam atau kompleks biru. 
3. Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer FTIR  
Sampel ditimbang sebanyak 0,002 gram kemudian dicampurkan KBr dengan 
cara digerus. Setelah bercampur dengan baik lalu di dimasukkan kedalam kolom 
pelet. Diusahakan pelet yang terbentuk mempunyai ketebalan 0,3 mm (transparan). 
Setelah pelet bagus kemudian disinari dengan inframerah. 
4. Identifikasi Menggunakan GC-MS  
Ekstrak n-heksana kalus alpukat diambil sebanyak 1 mL kemudian dilarutkan 
dengan 1 mL n-heksana. Setelah itu sampel dimasukkan sebanyak 1 μL ke dalam 
kolom tipe HP-5 MS. Komponen-komponen yang terkandung pada ekstrak n-
heksana kalus alpukat dibaca oleh detektor dan direkam oleh recorder. Hasil rekaman 
dari pembacaan grafik pada rentang waktu tertentu diidentifikasi. Pembacaan 




5. Uji Toksisitas Sampel Menggunakan Larva Udang  
a. Penetasan Larva udang (Artemia salina)  
Disiapkan wadah untuk penetasan telur Artemia salina Leach di satu ruang di 
mana dalam wadah tersebut dibagi dua bagian, yaitu daerah terbuka dan daerah 
tertutup. Kemudian ditimbang NaCl 3,8 gram dan dilarutkan dalam 100 mL 
aquabidest dan dimasukkan ke dalam wadah penetasan. Ke dalam air laut buatan 
tersebut dimasukkan telur udang Artemia salina Leach. Pada daerah tertutup untuk 
ditetaskan dan pada daerah terbuka diletakkan lampu untuk menghangatkan suhu 
dalam penetasan. Lampu dinyalakan selama 48 jam untuk menetaskan telur sampai 
menjadi benur yang siap digunakan. Larva udang yang akan diuji diambil dengan 
menggunakan pipet mikro. 
b. Pembuatan Larutan Sampel yang akan diuji  
Ditimbang sampel ekstrak n-heksana sebanyak 1 mg ke dalam botol vial dan 
dilarutkan dengan 100 μL DMSO. Selanjutnya diencerkan dengan 150 μL aquabidest 
sehingga volume total menjadi 250 μL. kemudian diambil 200 μL lalu diencerkan 




250  µ𝐿  











 = 1000 ppm 
 Selanjutnya melakukan pengenceran dalam mikroplate. Pengukuran 
dilakukan triplo. Dalam mikroplate baris A dan B masing-masing diisi sampel 100 
μL. kemudian baris B-G ditambahkan aquabidest sebanyak 100 μL. Dari baris B 




baris D, dari baris D dipipet 100 μL dimasukkan ke baris E dan seterusnya hingga 
baris G. Baris G dipipet 100 µL dan dimasukkan ke H (aquabides). 
c. Uji toksisitas terhadap Larva udang (Artemia salina Leach.) dengan BSLT  
Media udang yang sudah menetas (berisi 7-15 ekor) dipipet 100 μL dan 
dimasukkan masing-masing ke dalam lubang A-G pada mikroplate yang telah diisi 
sampel melalui pengenceran pada baris B, kemudian diinkubasi selama 24 jam. 
Setelah 24 jam dihitung jumlah larva udang yang hidup dan mati pada mikroplate. 






























A. Hasil Penelitian 
1. Identifikasi Metabolit Sekunder Ekstrak n-Heksana Kalus Alpukat 
(Persea  americana Mill.) 
Sampel kalus dari daun alpukat (Persea americana Mill.) yang telah 
dipreparasi dengan berat basah 99,56 gram dan berat kering 9,27 gram sehingga      
persen(%) kadar air kalus dari daun alpukat 90,68%, kemudian dimaserasi dengan 
pelarut n-heksana selama 3 x 24 jam dan dievaporasi sehingga diperoleh ekstrak 
kental 0,0398 gram. Kemudian ekstrak kental yang diperoleh diuji fitokimia. Hasil 
uji fitokimia yang diperoleh menunjukkan bahwa kalus alpukat (Persea  americana 
Mill.) mengandung senyawa alkaloid, steroid, flavonoid dan saponin. 
Tabel 4.1. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak n-Heksana Kalus Alpukat  
No. Pereaksi Hasil Keterangan 
1 Wagner Endapan jingga + alkaloid 
2 Mayer Larutan bening -Alkaloid 
3 Dragendorff Larutan merah muda -Alkaloid 
4 NaOH 10% Larutan putih bening -flavonoid 
5 H2SO4 Larutan merah tua + flavonoid 
6 FeCl3 5% Larutan hijau + flavonoid 
7 Lieberman-Buchard Larutan hijau         + steroid 
8 FeCl3 1% Larutan bening         -tanin 
9 Aquades panas Larutan berbusa         +saponin 
Keterangan: 






Identifikasi diperkuat dengan hasil analisis spektroskofi IR berdasarkan 
serapan-serapan yang terlihat pada tabel 4.2: 
Tabel 4.2. Hasil Serapan Spektoskopi IR Ekstrak n-heksana Kalus Alpukat  
No Daerah serapan atom (cm
-1
) Pada pustaka  Gugus fungsi 
1 3431,32 3300-3500 -OH 
2 2924,31-2852,53 2700-3000 C-H alifatik 
3 1739,88-1654,45 1650-1900 C=O karbonil 
4 1464,41 1300-1475 C-H pada CH2 
5 1383,68 1300-1475 C-H pada CH3 
6 1275 1300-1000 C-O alkohol 
7 720 650-1000 C-H aromatik 
Identifikasi diperkuat lagi dengan hasil analisis GC-MS terlihat pada tabel 4.3: 
Tabel 4.3 Hasil Analisis GC-MS Ekstrak n-heksana Kalus Alpukat 
No Waktu Retensi 
Area (%) 
Perkiraan Senyawa 
Nama  Senyawa  Struktur Senyawa 






















2. Uji Toksisitas Estrak n-Heksana Kalus Alpukat (Persea  americana Mill.) 
Uji toksisitas pada ekstrak n-heksana kalus alpukat dilakukan dengan 
menggunakan metode Brine Shrimp Lethality test (BSLT) sebagai uji pendahuluan  
dilakukan terhadap hewan uji Artemia salina Leach.  Nilai toksisitas dapat diketahui 
dari nilai LC50, dimana senyawa yang bersifat toksik memiliki nilai LC50 < 1000 
ppm, dan nilai  LC50 dari sampel estrak n-heksana kalus alpukat adalah 7,94 ppm.  
 
B. Pembahasan 
1. Preparasi Sampel 
Sampel diperoleh dari hasil kultur jaringan menggunakan eksplan dari daun 
alpukat. Eksplan dari daun alpukat digunakan karena daun memiliki jaringan 
parenkim yang akan berdediferensiasi menjadi sekelompok sel yang terus-menerus 
membelah berupa kalus dalam  media tanam yang digunakan, selain itu daun lebih 
mudah disterilisasi. Bagian daun yang digunakan yaitu bagian daun yang sehat dan 
segar yang terletak pada no 2 dan 3 dari pucuk tanaman karena pada daerah tersebut 
banyak memiliki jaringan meristem yang aktif melakukan pembelahan. Pemotongan 
eksplan dilakukan dengan menyertakan ibu tulang daun, karena di antara berkas 
pengangkut pada ibu tulang daun tersusun dari jaringan meristem sehingga 
pembentukan kalus lebih mudah dan cepat. 
Eksplan ditanam dalam bentuk irisan melintang agar permukaan eksplan 
bersentuhan dengan media semakin luas sehingga nutrisi dapat  diserap dengan lebih 
baik oleh eksplan. Pada saat pengirisan dan  pemindahan eksplan ke dalam botol 
kultur, digunakan pisau dan pinset yang telah disterilisasi dengan alkohol 70%  lalu 
dbakar dan didinginkan menggunakan aquabides untuk meminimalkan resiko 




tanpa ada cahaya untuk pembentukan kalus. Menurut (Hendaryono dan Wijayani, 
1994) pembentukan kalus maksimum sering terjadi ditempat yang lebih gelap.   
Proses pertumbuhan kalus daun alpukat terjadi tiga fase, yaitu fase lag, fase 
eksponensial dan fase stasioner. Fase lag yaitu fase penyesuaian yang mana 
pertumbuhan kalus sangat kecil. Pada penelitian ini, fase lag terjadi pada hari ke-0 
hingga hari ke-14 kalus mulai tumbuh yang ditandai dengan adanya bintik putih 
kekuningan pada bagian daun yang mengalami pelukaan. Fase eksponensial yaitu 
fase yang mana laju pertumbuhan kalus sangat besar. Fase eksponennsial terjadi pada 
hari ke-14 sampai hari ke-36. Pada fase ini kalus dapat menyerap nutrisi dengan baik 
yang diperlukan untuk pembelahan sel. Selanjutnya fase stasioner, yaitu fase yang 
mana produksi metabolit primer dan pertumbuhan kalus berhenti karena nutrien di 
dalam media telah habis. Pada fase ini terjadi peningkatan sintesis metabolit 
sekunder. Jika pada fase ini kalus tidak dipanen, maka akan terjadi degradasi 
metabolit sekunder. Pada penelitian ini fase stasioner dimulai pada hari ke-36 sampai 
hari ke-42.   
Kalus basah hasil panen dikeringkan pada suhu kamar tanpa terkena paparan 
sinar matahari langsung, karena apabila terkena cahaya matahari langsung maka  
senyawa metabolit sekunder yang terkandung didalamnya akan mengalami 
kerusakan. Selain itu, tujuan pengeringan untuk mengurangi kadar air yang terdapat 
dalam sampel dan mencegah tumbuhnya jamur. Sampel yang telah kering dihaluskan 
untuk memperbesar peluang terlarutnya komponen-komponen bioaktif, sehingga 
proses ekstraksi berlangsung lebih sempurna. 
2. Ekstraksi 
Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan satu atau lebih komponen yang 




bahan alam ke dalam pelarut. Metode estraksi yang dilakukan dalam penelitian ini 
yaitu metode ekstraksi maserasi. Maserasi merupakan proses perendaman 
menggunakan pelarut organik dengan beberapa kali pengadukan pada temperatur 
kamar. Keberhasilan proses ekstrasi dipengaruhi pemilihan pelarut yang sesuai. 
Pelarut yang digunakan yaitu pelarut yang mampu menarik sebagian besar metabolit 
sekunder yang terdapat dalam simplisia. Pelarut n-heksana dipilih karena n-heksana 
merupakan pelarut nonpolar yang dapat mengikat senyawa-senyawa nonpolar. Proses 
maserasi dilakukan selama 3 x 24 jam. Hal ini bertujuan agar senyawa-senyawa yang 
terkandung dalam suatu sampel kalus dapat tertarik semaksimal mungkin oleh 
pelarut. Dilanjutkan dengan proses evaporasi yang bertujuan untuk memisahkan 
pelarut dengan maserat sehingga diperoleh ekstrak kental n-heksana kalus alpukat.  
3. Identifikasi Metabolit Sekunder Ekstrak n-Heksana Kalus Alpukat 
(Persea  americana Mill.) 
a. Identifikasi dengan Uji Pereaksi 
Esktrak kental yang diperoleh selanjutnya diidentifikasi metabolit 
sekundernya dengan melakukan uji pereaksi. Dari uji tersebut menunjukkan bahwa 
ekstrak n-heksana positif alkaloid pada penambahan pereaksi Wagner dengan 
terbentuknya endapan kuning, endapan yang terbentuk diduga adalah kalium-
alkaloid. Pada pembuatan pereaksi Wagner, iodin bereaksi dengan ion I
-
 dari kalium 
iodida menghasilkan ion 3I
-
 yang berwarna coklat. Pada uji Wagner, ion logam K
+
 
akan membentuk ikatan kovalen koordinat dengan nitrogen pada alkaloid 
membentuk kompleks kalium-alkaloid yang mengendap. Hasil ini didukung 
penelitian sebelumnya (Asdar, dkk, 2013) pada sampel ekstrak aseton biji  alpukat 
yang juga positif alkaloid. Sedangkan pada penambahan pereaksi mayer dan 




karena memberikan warna kehijauan pada saat ditetesi pereaksi Lieberman-Burchard. 
Selanjutnya  pada uji flavonoid positif mengandung flavonoid dengan terbentuknya 
perubahan warna pada penambahan pereaksi H2SO4 dan FeCl3 5%, dan  positif 
saponin dengan terbentuknya busa konstan selama 15 menit setelah pengocokan 
dengan aquades panas. Timbulnya busa menunjukkan adanya glikosida yang 
mempunyai kemampuan membentuk buih dalam air yang terhidrolisis menjadi 
glukosa dan senyawa lainnya (Yuliana, dkk, 2017).  
b. Identifikasi Menggunakan Spektroskopi Infra Merah 
Spektroskopi infra merah merupakan metode yang dapat menentukan serta 
mengidentifikasi gugus fungsi yang terdapat dalam senyawa organik. Hasil 
karakterisasi IR terhadap ekstrak n-heksana kalus dari daun alpukat memperlihatkan 
adanya serapan-serapan yang khas untuk beberapa gugus fungsi dapat dilihat pada 







              
                Gambar 4.1. Hasil Serapan Spektoskopi IR Ekstrak n-heksana Kalus Alpukat 
Hasil identifikasi dengan spektroskopi IR pada tabel 4.2 dan gambar 4.1 
memperlihatkan adanya serapan-serapan yang khas untuk gugus fungsi diantaranya 
ialah pada daerah bilangan gelombang 3431,32 cm
-1
 yang menunjukkan adanya 
serapan yang melebar sebagai vibrasi ulur –OH. Puncak yang lebar tersebut 






 dan 2852,53 cm
-1
 menunjukkan gugus -CH alifatik untuk 
gugus metil CH3 dan metilena CH2. Pada daerah bilangan 1739,88 cm
-1
 
menunjukkan adanya gugus C=O karbonil sebagai ciri umum senyawa golongan 
flavonoid (Sukadana, 2010). Dugaan ini diperkuat dengan adanya serapan pada 
daerah bilangan 1464,41 cm
-1
 yang menunjukkan serapan dari -CH pada CH2 dan 
daerah bilangan 1383,68 cm
-1
 menunjukkan serapan dari -CH pada CH3. Kemudian 
vibrasi ulur C-O dalam senyawa fenol pada daerah  1275 cm
-1
, sementara itu serapan 
pada bilangan gelombang 720 cm
-1
 adanya gugus C-H aromatik keluar bidang. 
Berdasarkan hasil spektrum serapan yang diperoleh mendukung dugaan bahwa 
senyawa ekstrak  n-heksana mempunyai vibrasi gugus -OH, C-H alifatik, gugus C=O 
karbonil dan C-O mengidentifikasikan suatu senyawa flavonoid. Sama halnya 
dengan penelitian (Dewi, dkk, 2017), melakukan identifikasi spektrofotometer 
terhadap Ekstrak Etil Asetat Daun Pranajiwa A (Euchresta horsfieldii Lesch Benn.), 
menunjukkan hasil terdapatnya gugus OH, C=C aromatik, C=O, C-H alifatik, dan   
C-O yang merupakan suatu ciri dari suatu senyawa flavonoid. Peneliti Nuraini, dkk 
juga melakukan hal yang sama dari ekstrak etanol kulit batang kayu bitti 
menunjukkan hasil terdapatnya gugus O-H, gugus C-H aromatik, gugus C-H alifatik, 
gugus C=C aromatik, gugus C=O, serta gugus CO yang mengindikasikan sebagai 
senyawa flavonoid. Selain senyawa flavonoid terdapatnya gugus OH dan C-O 
mengidentifikasikan sebagai senyawa steroid jenis sterol. Hal ini didukung oleh 








c. Identifikasi Menggunakan GCMS (Gas Chromatography Mass 
Spectroscopy) 
Identifikasi menggunakan GCMS (Gas Chromatography Mass Spectroscopy) 
dilakukan untuk mengidentifikasi rumus molekul serta struktur senyawa yang 
terdapat pada ekstrak n-heksana kalus alpukat. Spektrum hasil analisis terdapat pada 














Gambar 4.2 Kromatogram Ekstrak n-heksana Kalus dari Daun Alpukat 
Pada gambar 4.2 diperoleh kromatogram dari analisis ekstrak n-heksana kalus 
alpukat, yang mana dalam ekstrak tersebut teridentifikasi dua senyawa yang 
ditampilkan dalam bentuk puncak (peak). Setiap puncak mewakili senyawa yang 
berbeda-beda. Hasil senyawa yang dihasilkan  yaitu terdapatnya senyawa metabolit 



















Gambar 4.3 Pola Fragmentasi Senyawa Kampesterol 
Senyawa 1 diduga komponennya adalah kampesterol pada waktu retensi 
34,993 dengan luas area 7,29%, massa molekul relatif (m/z) 400 dan rumus molekul 
C28H48O. Menurut penelitian Asthary, dkk (2016) senyawa kampesterol memiliki 
massa molekul relatif (m/z) 400. Pola fragmentasi senyawa ini dapat dilihat pada 
gambar  diatas. Puncak dasar (base peak) m/z 43 berasal dari C3H7
+ 





-18) dihasilkan oleh lepasnya gugus H2O dari puncak ion 





sedangkan pemecahan m/z 71, 145, 273, 255, 367 dan yang lainnya merupakan pola 


























Gambar 4.4 Pola Fragmentasi senyawa Stigmasterol 
Senyawa 2 diduga komponennya adalah stigmasterol (stigmast-5,22-dien-3-
ol) pada waktu retensi 35,687 dengan luas area 12,50 %, massa molekul relative 
(m/z) 412 dan rumus molekul  C29H48O. Hal ini sesuai dengan penelitian Yuhendri, 
dkk (2016) yang melakukan pengujian GCMS terhadap ekstrak n-heksana kulit 
batang tumbuhan Polyalthia pulchra var. Angustfolia King yang menyatakan bahwa 
senyawa stigmasterol memiliki massa molekul relatif (m/z) 412. Pola fragmentasi 
senyawa ini dapat dilihat pada gambar diatas Puncak dasar (base peak) m/z 55 




-357), pemecahan m/z 379 terjadi akibat lepasnya 
salah satu gugus metil (M
+
-15) sedangkan pemecahan m/z 69, 83, 255, 285, 300, 314 
dan yang lainnya merupakan pola fragmentasi dari pemecahan pada ikatan C-C. 
4.  Uji Toksisitas Estrak n-Heksana Kalus Alpukat (Persea  americana 
Mill.) 
Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan suatu metode pengujian 
menggunakan hewan uji yaitu Artemia salina Leach. untuk mengetahui ketoksikan 
suatu ekstrak maupun senyawa bahan alam dengan cara menentukan nilai LC50. 
Metode ini merupakan tahap awal yang dijadikan sebagai patokan untuk mengetahui 

















digunakan sebagai hewan uji karena memiliki kesamaan tanggapan dengan mamalia 
seperti tipe DNA-dependent RNA polymerase Artemia salina Leach serupa dengan 





dependent ATPase, sehingga senyawa maupun ekstrak yang memilki aktivitas 
pada sistem tersebut terdeteksi. Selain itu Keistimewaan lain dari Artemia salina 
Leach yaitu memiliki kemampuan beradaptasi dan mempertahankan diri pada kisaran 
kadar garam yang sangat luas (Panjaitan, 2011). 
Langkah awal pada uji toksisitas yaitu proses penetasan telur Artemia salina 
Leach dengan menyiapkan wadah penetasan yang terdiri dari ruang terbuka dan 
ruang tertutup. Pada ruang yang tertutup diletakkan telur Artemia salina Leach 
sedangkan pada ruang terbuka diletakkan lampu untuk menghangatkan suhu dalam 
penetasan. Sekat yang berlubang menjadi jalan larva udang yang telah lahir untuk 
bergerak secara alamiah ke arah terang, sifat fototrofit menyebabkan larva udang 
bergerak ke arah yang terang. Penetasan telur dilakukan selama 48 jam. 
Pengujian dilakukan dengan melarutkan sampel dalam DMSO yang berfungsi 
sebagai surfaktan yang akan melarutkan sampel dengan air garam, selanjutnya 
sampel diencerkan dengan konsentrasi 500 ppm; 250 ppm; 125 ppm; 62,5 ppm; 
31,25 ppm; 15,625 ppm dan 7,875 ppm, uji ini dilakukan secara triplo. Suatu 
senyawa dinyatakan toksik apabila harga LC50 < 1000 µg/ml yang dapat 
menyebabkan kematian 50% hewan uji Artemia salina Leach pada konsentrasi 1000 
ppm. Pengujian terhadap ekstrak n-heksana kalus alpukat menunjukkan harga LC50 
sebesar 7,94 ppm, sehingga dapat dikatakan ekstrak n-heksana kalus alpukat 
memiliki daya toksik yang sangat tinggi. Karena berada pada kisaran 0-50 ppm, 
dimana pada kisaran tersebut menunjukkan efek sangat toksik. Sebagaimana yang 




aktif, 51-100 = aktif, 101-150 = sedang, 151-200 = lemah,  dan 201-250 = sangat 
lemah. Hasil ini di perkuat pula pada penelitian sebelumnya  pada ekstrak metanol 
daun alpukat menunjukkan toksisitas terhadap artemia salina Leach dengan nilai 
LC50=5,48 ppm (Rumiyati, 2012). Berbeda dengan nilai LC50 yang diperoleh karena 
bisa jadi  pelarut n-heksana yang digunakan  mengekstrak senyawa yang lebih toksik 
dibandingkan dengan senyawa yang diekstrak oleh pelarut etanol. 
Berdasarkan hasil analisis regresi antara log konsentrasi dan probit 
menunjukkan besarnya konsentrasi ekstrak yang diberikan mempengaruhi jumlah 
kematian larva udang, yang mana pada konsentrasi 0,89; 1,19; 1,49; 1,79; 2,09; dan 
2,39 mengalami kenaikan persentase kematian larva udang secara konstan atau 
linear, tetapi pada konsentrasi 2,69 mengalami kenaikan persentase kematian yang 
sangat tinggi. Hal ini disebabkan karena tingginya konsentrasi ekstrak sehingga 
menghasilkan jumlah kematian larva yang semakin tinggi pula. Sehingga dapat 
disimpulkan bahwa kenaikan konsentrasi ekstrak n-heksana kalus alpukat selalu 
diikuti dengan kenaikan persentase kematian larva udang Artemia salina Leach. 
Semakin besar nilai konsentrasi ekstrak yang diberikan, maka mortalitas pada 
Artemia salina Leach. juga semakin besar. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian 
sebelumnya yang menyebutkan bahwa setiap zat kimia apabila diberikan dengan 
dosis yang cukup besar akan menimbulkan gejala-gejala yang semakin meningkat 
(Setyowati dan Muhammad, 2016). 
Aktivitas toksik yang ada pada ekstrak n-heksana kalus alpukat timbul karena 
kandungan metabolit sekunder, yaitu alkaloid, steroid, saponin dan flavonoid. 
Diantara metabolit sekunder tersebut, flavonoid dan steroid diperkirakan memiliki 
peran terbesar, yang mana pada kadar tertentu, flavonoid dan steroid mempunyai 




ekstrak n-heksan kulit batang kayu bitti menunjukkan bahwa senyawa steroid 
berpotensi sebagai senyawa antikanker. Selain itu menurut penelitian (Woo dan 
Jeongseon, 2013) flavonoid juga berpotensi sebagai antikanker, salah satu 
mekanisme flavonoid sebagai antikanker berkaitan dengan aktivitasnya sebagai 
antioksidan yaitu melalui mekanisme pengaktifan jalur apoptosis sel kanker. Selain 
Flavonoid dan steroid, metabolit sekunder yang lain juga berperan terhadap 
timbulnya aktivitas toksik dari ekstrak n-heksana kalus yaitu dengan bertindak 
sebagai stomach poisoning atau racun perut. Oleh karena itu, bila senyawa-senyawa 
ini masuk ke dalam tubuh larva, alat pencernaannya akan terganggu. Selain itu, 
senyawa ini menghambat reseptor perasa pada daerah mulut larva. Hal ini 
mengakibatkan larva gagal mendapatkan stimulus rasa sehingga tidak mampu 




















A. Kesimpulan  
Berdasarkan hasil pembahasan dan pengamatan, maka dapat disimpulkan  
bahwa: 
1. Metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak n-heksana kalus alpukat 
(Percea americana Mill) adalah golongan flavonoid, steroid, alkaloid dan 
saponin. 
2. Nilai median Lethal Concentration50 (LC50) ekstrak n-heksana kalus alpukat 




Saran yang dapat disampaikan adalah perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 
perbandingan kandungan metabolit sekunder antara daun yang diambil secara 
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Sterilisasi alat dan eksplan  
daun alpukat 






Pelarut  Ekstrak kental 
Identifikasi (uji fitokimia, 







LAMPIRAN 2: Bagan Kerja Penelitian 
A. Kultur Jaringan Eksplan Daun Alpukat (Persea americana Mill.) 























Botol media, botol kultur, Erlenmeyer 
cawan petri, pinset dan skalpel 
 
Dicuci dengan detergen cair 
 
 
Dibilas dengan air mengalir  
 
 
 Disemprot dengan alkohol 70% 
 
 




 Dimasukkan kedalam autoklaf selama 20 menit 










- Dimasukkan kedalam laminar air flow 
- Direndam dengan klorox 3,5% yang telah ditambah 
tween 20 sebanyak 3 tetes selama 15 menit 
- Dibilas dengan aquades steril sebanyak 3 kali selama 5 
menit  
- Dimasukkan kedalam larutan aquades yang ditambah 
betadin sebanyak 4 tetes 
- Ditiriskan pada cawan petri yang berisi tissu 
 
























Eksplan daun alpukat 
- Dibersihkan dengan detergen 
- Dibilas dengan air  mengalir  
- Direndam dengan ditten selama 20 menit 
- Dibilas kembali dengan air  mengalir  
- Disemprot dengan alkohol 70% 
Eksplan steril  
(Sterilisasi tahap I) 
Eksplan steril 





B. Penanaman Eksplan dan Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Kalus 



















           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
           
       
 
           
           
         
           
        
9,2 g kalus alpukat kering 
- Dimaserasi menggunakan pelarut n-heksana sampai 





Flavonoid dan steroid 
Eksplan daun alpukat 
- Dipotong ± 1 cm 
- Ditanam dalam media MS dengan penambahan ZPT 
2,4 D 0,5 ppm dan BAP 2 ppm 
-  Kalus 
- Di panen 
- Dikeringkan pada suhu ruang dan digerus sampai 
membentuk serbuk halus  
- Uji fitokimia (+flavonoid, 
alkaloid,steroid dan saponin) 
- Identifikasi dengan IR 







C. Uji Toksisitas dengan Metode BSLT 
 
 



























Telur Artemia salina Leach. 
- Ditetaskan pada kondisi 
tertentu selama 48 jam 
Larva Artemia salina Leach. 






LAMPIRAN 3: Pembuatan Reagen 
1. Larutan Pereaksi Dragendorff 
Bahan:  
Larutan I: 0,6 g Bi(NH3)25H2O dalam 2 mL HCL pekatdan 10 mL H2O 
LarutanII: 6 g KI dalam 10 mL 
Cara pembuatan:  
 Larutan I dibuat dengan 0,6 g Bi(NH3)25H2O yang dilarutkan kedalam 2 mL 
HCl pekat dan 10 mL H2O aquades dan Larutan II dibuat dengan 6 g KI yang 
dilarutkan kedalam 10 mL aquades. Kedua larutan tersebut dicampurkan  dengan 7 
mL HCl pekatdalam 15 mL H2O. 
2. Larutan Pereaksi Wagner  
Bahan: Iodin 2,5 g, KI 2 g dan aquades 
Cara pembuatan: 
10 mL aquades dipipet kemudian ditambahkan 2,5 g iodin dan 2 g KI. 
Selanjutnya dilarutkan dan diencerkan dengan aquades menjadi 200 mL dalam labu 
takar. 
3. Larutan Pereaksi Meyer 
Bahan:  
Larutan I: HgCl2 1,358 dalam aquades 60 mL 
Larutan II: KI dalam aquades 10 mL 
Cara pembuatan: 
Larutan I dibuat dengan  HgCl2 1,358 yang dilarutkan dengan  aquades 60 
mL dan Larutan II dibuat dengan KI yang dilarutkan dengan aquades 10 mL. Larutan 
I dituangkan kedalam larutan II, diencerkan dengan aquades sampai tanda batas pada 






4. Larutan Pereaksi Libermann-Burchard 
Bahan: Asam sulfat pekat 5 mL, Anhidrat asetat 5 mL, Etanol absolut 50 mL 
Cara pembuatan: 
 Asam sulfat pekat 5 mL dan anhidrat asetat 5 mL, dicampurkan kedalam 
etanol absolut 50 mL, kemudian didinginkan dalam lemari pendingin. Penggunaan 





















LAMPIRAN 4: Komposisi Stok Media Murashige Skoog (MS) 
No. 


















































STOK C 50 ml/l 
1 





























LAMPIRAN 5: Dokumentasi Penelitian 



















  Maserasi dengan pelarut              Maserat           Proses evaporasi  












a. Identifikasi Fitokimia  
 
 




       NaOH      Lieberman-burchard      FeCl3 1%         Aquades panas   












































































4. Uji Toksisitas  
  
 Penetasan telur udang Artemia salina                    Pengujian selama 24 jam 



















LAMPIRAN 6: Perhitungan Persen (%) Kadar Air Kalus dari Daun Alpukat 
  
%Kadar Air = 
berat  awal −berat  akhir
berat  akhir
x 100% 




         =90,68% 



























LAMPIRAN 7: Perhitungan Konsentrasi Larutan Uji Toksisitas 
A. Pembuatan larutan stok 1000 ppm dari ekstrak biji alpukat: 




Larutan stok 100 ppm =  
𝑚𝑔
𝐿
 dalam 50 mL pelarutnya 
 
200µ𝐿/250µ 𝐿 𝑥1 𝑚𝑔
800µ𝐿
  =  
0,8𝑚𝑔
800µ𝐿
=  0,001 mg/µL    =1 mg/mL 
B. Pembuatan larutan ekstrak 500 ppm 
 V1.M1 = V2.M2 
 100 µL x 1000  ppm  = 200 µL  x M2 
 
𝑀2 =  
100.000  ppm. µL
200 µL  
 
M2= 500 ppm 
Jadi, konsentrasi larutan ekstrak selanjutnya dibuat dari pengenceran larutan stok 
500  ppm. 
 
C. Pembuatan larutan ekstrak 250 ppm 
V1.M1 = V2.M2 
100 µL x 500  ppm  = 200 µL  x M2 
 
𝑀2 =  
50.000  ppm. µL  
200 µL  
 
M2= 250 ppm 









D. Pembuatan larutan ekstrak 125 ppm 
V1.M1 = V2.M2 
100 µL x 250  ppm  = 200 µL  x M2 
 
𝑀2 =  
 25.000  ppm. µL  
200 µL  
 
M2= 125 ppm 
Jadi, konsentrasi larutan ekstrak selanjutnya yaitu konsentrasi ke empat  dibuat  
dari pengenceran larutan 125 ppm 
 
E. Pembuatan larutan ekstrak 62,50  ppm 
V1.M1 = V2.M2 
100 µL x 125  ppm  = 200 µL  x M2 
 
   𝑀2 =  
12500   ppm .µL
200 µL  
 
M2= 62,50 ppm 
Jadi, konsentrasi larutan ekstrak  ke  lima  dibuat  dari pengenceran larutan 62,50 
ppm 
 
F. Pembuatan larutan ekstrak 31,25 ppm 
V1.M1 = V2.M2 
100 µL x 62,5 ppm  = 200 µL  x M2 
 
𝑀2 =  
 6.250  ppm. µL 
200 µL  
 
M2= 31,5 ppm 





G. Pembuatan larutan ekstrak 15,625 ppm 
V1.M1 = V2.M2 
100 µL x 31,25 ppm  = 200 µL  x M2 
 
M2 =  
 3.125 ppm. µL 
200 µL  
 
M2= 15,625 ppm 
Jadi, konsentrasi larutan ekstrak  ke  lima  dibuat  dari pengenceran larutan 
15,625 ppm. 
 
H. Pembuatan larutan ekstrak 7,8125 ppm 
V1.M1 = V2.M2 
100 µL x 15,625 ppm  = 200 µL  x M2 
 
M2 =  
 1.5625 ppm. µL 
200 µL  
 
M2= 7,8125 ppm 













LAMPIRAN 8: Tabel Probit untuk Uji Toksisitas 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0 - 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66 
10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12 
20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45 
30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72 
40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97 
50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23 
60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 541 5,44 5,47 5,50 
70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 5,81 
80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 618 6,23 
90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33 
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 






















LAMPIRAN 9: Tabel Uji Toksisitas Larva 
Blok 1 2 3 
Awal Hidup Mati Awal Hidup Mati Awal Hidup Mati 
A 11 - 11 12 - 12 12 - 12 
B 14 7 7 8 2 6 7 3 4 
C 8 3 5 11 6 5 8 4 4 
D 9 5 4 14 7 7 10 5 5 
E 11 8 3 11 5 6 38 9 7 
F 8 5 3 9 7 2 12 7 5 























LAMPIRAN 10: Perhitungan LC50 Ekstrak n-Heksana Kalus Alpukat (Persea 
americana Mill.) Metode Grafik Probit Log-Konsentrasi 
No. Konsentrasi (ppm) Log 
Konsentrasi 
% Mortalitas Probit 
1 500 2,69 96,1% 8,09 
2 250 2,39 92,5% 5,218 
3 125 2,09 86,9% 5,046 
4 62,5 1,79 76,9% 4,958 
5 31,25 1,49 72% 4,802 
6 15,625 1,19 52% 4,598 
7 7,8125 0,89 46,4% 4,435 
 
Jadi nilai LC50: 
y = ax + b 
dimana y = 5 









x = 11,9 
anti log 11,9 = 7,94 
Jadi nilai LC50 dari ekstrak n-heksana kalus alpukat adalah 7,94 ppm. 
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